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Resumo
Introdução: Os taxanos são quimioterápicos inibidores da tubulina e amplamente utiliza-
dos no tratamento de tumores malignos. Apesar de seu uso disseminado, pouco se conhece
sobre sua farmacodinâmica e sobre as possíveis alterações crônicas que possam causar. A
pneumonia induzida pelo docetaxel é entidade conhecida e pouco estudada, com incidência
estimada em 10% nos pacientes em uso de docetaxel, sendo fatal em até 40% dos casos. O
objetivo deste estudo foi avaliar as alterações pulmonares induzidas pelo uso do docetaxel.
Material e Métodos: Utilizamos 42 ratos Wistar, com peso entre 280 e 310g, divididos em 3
grupos de estudo e um grupo controle (GC), sendo realizada aplicação intra-peritoneal única
de docetaxel em doses de 70 mg/m2 (G70 - 10 animais), 140 mg/m2 (G140 - 10 animais) e 210
mg/m2 (G210 - 12 animais). Quatro semanas após a aplicação do docetaxel, as propriedades
mecânicas do sistema respiratório (elastância estática, dinâmica e resistência) foram medidas
e foi realizada análise histológica por morfometria com microscopia óptica dos pulmões dos
animais. Foram analisadas as alterações no colágeno, fibras elásticas, infiltração celular e
índices morfométricos no parênquima pulmonar e artérias pulmonares. Resultados: Foram
estudados 40 animais. Observamos alterações histológicas em 90% dos animais do G70 e
em 100% dos animais dos G140 e G210, caracterizadas por aumento na quantidade de fibras
colágenas, infiltração mononuclear nos septos alveolares e edema nos espaços alveolares.
As lesões foram significativas (p <0.05) e proporcionais à dose de docetaxel administrada.
Ainda, foram observadas alterações na mecânica do sistema respiratório compatíveis com
provável lesão da musculatura inter-costal. Conclusões: O docetaxel produziu pneumo-
nia intersticial e aumento do colágeno nos septos alveolares de ratos Wistar, após aplicação
única por via i.p. Este é o primeiro estudo experimental que foi capaz de demonstrar a lesão
pulmonar por docetaxel e estabelecer uma relação de proporcionalidade entre grau lesão
pulmonar e a dose de docetaxel utilizada.
Abstract
Introduction: Taxanes are tubulin-inhibitor-chemotherapy agents, widely prescribed in cli-
nical practice and used for the treatment of malignant tumors. Despite broadly used, little is
known about their long-term side effects and pharmakodynamics. Taxotere-induced pneu-
monitis is a new well-recognized entity, with estimated incidence in taxotere-chemotherapy
users of 10%, being fatal in almost 40% of cases. Our goal was to evaluate, in a controlled
model, lung tissue alterations due to docetaxel exposure. Materials and Methods: Fourty-
two Wistar rats were divided in four groups, according to the docetaxel administered dose:
1) GC (10 rats) - control, 2) G70 (10 rats) - 70 mg/m2, 3) G140 - (12 rats) - 140 mg/m2 and 4)
G210 - (10 rats) - 210 mg/m2. Docetaxel was given as a single i.p. shot. After 28 days, the me-
chanical properties of the respiratory system (dynamic and static elastance, and resistance)
were obtained, and morphometric and histological analysis were performed using optic
microscopy and the point-counting technique. Results: A total of 40 animals were studied.
Lung tissue alterations were observed in 90% of G7- and in 100% of G140 and G210. Main
histological findings were collagen fiber deposition in the alveolar septa, alveolar edema
and mononuclear cell intersticial (septal) infiltration. All changes had significance (p <0.05).
A proportionality between docetaxel dose administration and the amount of lung tissue
damage could be established. Also, alterations in animal’s chest wall properties were noted.
Conclusions: Docetaxel was capable to produce interstitial pneumonitis and alveolar septal
collagen deposition in Wistar rats after a single i.p. dose. The amount of lung-tissue injury
was proportional to the docetaxel administered dose. This is the first experimental study to
establish those findings.
11 Introdução
1.1 História e Importância dos Taxanos
Segundo dados do Instituto Nacional do Câncer – Ministério da Saúde, estima-se
que no Brasil serão diagnosticados mais de 660.000 novos casos de câncer no ano de 2012,
valendo essas previsões para 2013.1 Assim, esta doença vem ganhando enorme espaço
como problema de saúde pública. No mundo, conforme estimativas da OMS até 2030,
esperam-se 27 milhões de novos casos diagnosticados e 17 milhões de mortes por esta
doença.1, 2 Consequentemente, o câncer representa causa de preocupação em saúde pública
e na economia da maioria dos países.
Dentre os tumores mais comuns, destacam-se os cânceres do pulmão, próstata, trato
digestivo e mama. Embora uma boa parte destes pacientes possa ser tratada unicamente
com cirurgia, outros receberão o diagnóstico em fase avançada, aumentando muito os custos
e complicações do tratamento. Para estes pacientes, utiliza-se a quimioterapia como forma
básica de controle da doença.
Uma importante classe de quimioterápicos, os taxanos, merecem destaque. Fun-
cionam como agentes anti-microtúbulos, ligando-se à tubulina e impedindo o crescimento
e ruptura microtubular necessários à divisão celular. O paclitaxel foi a primeira droga da
família, descoberto no ano de 1967.3 É derivado da casca das plantas taxus brevifolia e taxus
baccata, possuindo ação antineoplásica reconhecida.4 O problema inicial era a quantidade
de matéria bruta necessária (cerca de 10 toneladas da árvore para a extração de 1 kg do
paclitaxel). Ainda mais entendendo que a árvore demora cerca de 300 anos para atingir sua
maturidade, estes empecilhos resultariam na inviabilidade comercial da droga.
O docetaxel, um derivado semi-sintético do paclitaxel, foi desenvolvido no inicio da
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década de 80 e é objeto do presente estudo. Foi aprovado para uso humano em 1997, sendo
utilizado, na prática médica, em doses de 60 a 100 mg/m2.5 Trata-se de uma droga com
algumas características próprias. Em especial, possui baixa solubilidade em água, motivo
da necessidade de sua diluição em solução alcoólica e de sua apresentação ser para uso
endovenoso (e.v.), não podendo ser administrada por via oral. Sua farmacocinética foi
estudada em animais, possuindo distribuição tecidual adequada quando aplicado por via
intra-peritoneal (i.p.), embora com concentração plasmática pouco menor que por via e.v.6, 7
A primeira descrição do mecanismo de ação dos taxanos foi feita em 1979.4 Os mi-
crotúbulos são constituídos por proteínas heterodiméricas compostas de duas subunidades:
α e β-tubulina, de aproximadamente 440 aminoácidos cada uma, com peso molecular de
aproximadamente 50 kD. A tubulina está presente em todas as células eucariotas, existindo
sob a forma heterodimérica αβ ou microtubular. As duas subunidades são organizadas entre
si por ligação de hidrogênio pela região –CO2H terminal da subunidade β e da região ter-
minal -NH2 da subunidade α, sendo a formação dos microtúbulos realizada pelo rearranjo
regular em estruturas flexíveis, obtidas em duas etapas - iniciação e elongação. Seu aspecto
microscópico assemelha-se a uma rede intracelular (figura 1).
Os microtúbulos são absolutamente essenciais ao processo de divisão celular, sendo
usados pelas células para formar uma estrutura de suporte chamada de citoesqueleto4 (o
citoesqueleto é formado por 3 estruturas: microtúbulos, filamentos intermediários e mi-
crofilamentos. Os microtúbulos funcionam como estrutura de ancoragem para as demais).
Estruturalmente, os microtúbulos são rearranjados em forma cilíndrica, contendo 13 protofi-
lamentos e apresentando um diâmetro de 24 nm. A iniciação e elongação dos protofilamentos
ocorre em presença de proteínas associadas aos microtúbulos (PAM), magnésio e trifosfato
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Figura 1: Foto do microtúbulo (Leica systems TCS)*.
*Cortesia da Universidade de Indiana - EUA
de guanosina (GTP). Em presença dos taxanos ocorre estabilização das α e β tubulinas impe-
dindo o rearranjo e a divisão celular. Tanto o paclitaxel como o docetaxel possuem o mesmo
mecanismo de ação, ou seja, ambos promovem ligação estável com a tubulina e inibem a
despolimerização dos microtúbulos.8 Seu mecanismo de ação independe da presença de
quaisquer cofatores.
A molécula de docetaxel pode ser visualizada na figura 2.
Figura 2: Molécula do Docetaxel
As partes marcadas representam os locais de substituição de radicais na molécula de paclitaxel
Os taxanos rapidamente mostraram-se eficazes no tratamento do câncer e perma-
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necem como escolha na abordagem do câncer de pulmão, para esquemas quimioterápicos
de resgate e para tratamento de doença metastática ou localmente avançada.9 Ainda, estão
sendo amplamente utilizados como primeira escolha em diversos outros tipos de tumores
malignos como mama, próstata, esôfago, estômago e em tumores de cabeça e pescoço.10, 11
Para o câncer de próstata, por exemplo, representam a única classe de quimioterápicos com
reconhecida atividade e impacto na sobrevida global dos pacientes.12, 13, 14
Em geral, o docetaxel possui boa tolerância. Entretanto, por ser uma droga de uso
recente,4 pouco se sabe sobre a sua farmacocinética15, 16, 17, 18 e seus efeitos adversos. Alguns
são hipersensibilidade,19 dermatite,20 onicolise, mucosite, mialgia21 e toxicidade pulmonar,
sendo a maioria deles descritos recentemente. Ainda mais, pouco se conhece sobre os efeitos
crônicos da droga em seres vivos, seja pela ausência de tempo suficiente de seguimento
clínico, seja pela falta de modelos experimentais para estudo.
A toxicidade pulmonar induzida por quimioterápicos não é novidade na prática
clínica. A lesão induzida pela bleomicina, por exemplo, é bem conhecida e serve como
modelo experimental para fibrose pulmonar idiopática.22, 23 Ainda, existe a possibilidade
de lesão pulmonar crônica induzida por outras drogas menos conhecidas. Alguns estudos
recentes mostram, por exemplo, que crianças tratadas para câncer com CCNU (carmustina)
podem apresentar fibrose progressiva na idade adulta24
A pneumonia induzida por uso de taxane merece destaque, tanto pela incidência
crescente ao longo dos anos (chegando a 10% em alguns estudos25, 26), tanto pela sua alta mor-
talidade (podendo ser superior a 40%27). Normalmente ocorre em pacientes politratados,25, 28
em associações de esquemas quimioterápicos ou em radio-quimioterapia concomitantes,29, 30
sendo raramente reportada após uma única aplicação de quimioterapia. Vale salientar que
inexiste um exame específico para o diagnóstico desta complicação, sendo dado por exclu-
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são na maioria dos casos. Até o momento, não existe forma de prevenção ou tratamento
específicos para os pacientes acometidos, sendo desconhecido o mecanismo pelo qual estas
drogas induzem lesão pulmonar.
Um dado importante que poderia contribuir para compreensão da toxicidade dos
taxanes está nas associações de drogas. Sabe-se que o docetaxel é metabolizado por via
hepática, pelo citocromo P450, possuindo excreção biliar.17 Estudo recente31 realizado entre
6647 pacientes tratados para câncer de pulmão, demonstrou que 99% destes utilizavam
alguma medicação capaz de interagir com o citocromo P450, sendo este um fator importante
a ser considerado, uma vez que a associação de drogas é fator de risco para a toxicidade
induzida pelo uso de taxanes.32
Vários são os mecanismos descritos para toxicidade pulmonar induzida por fárma-
cos, sendo rapidamente abordados os principais.
1.2 Mecanismos de lesão pulmonar aguda induzida por drogas
A toxicidade induzida por drogas está frequentemente presente na prática médica,
sendo considerada importante causa de morbidade. Em estudo de meta-análise publicado
nos EUA, a incidência encontrada de efeitos adversos pelo uso de drogas foi de 6.7%, sendo
fatal em 0.32% dos pacientes.33 Diversas drogas são capazes de produzir lesão pulmonar
pelos mais diversos mecanismos fisiopatológicos.34 Os principais podem ser descritos como:
Injúria oxidativa: usualmente, moléculas oxidativas que são produzidas dentro de célu-
las fagocitárias (monocitos, macrófagos e neutrófilos) participam em reações de oxi-
redução, resultando em oxidação de ácidos graxos, os quais levam à instabilidade
da membrana celular. Normalmente, os mecanismos de defesa celular (superóxido
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dismutase, peroxidases, α-tocoferol, p.e.) promovem o equilíbrio necessário para pre-
venção da injúria. Diversas drogas agem por este mecanismo, sendo a nitrofurantoína
um exemplo típico deste mecanismo.
Dano vascular pulmonar: este mecanismo manifesta-se como edema pulmonar agudo, do-
ença intersticial difusa aguda, oclusão vascular pulmonar, hipertensão pulmonar ou
hemorragia pulmonar.35 O mecanismo provável é por aumento da pressão hidrostá-
tica na microvasculatura, aumento da permeabilidade do endotélio vascular ou por
ativação de mecanismos imunológicos ou inflamatórios.
Depósito de fosfolipídeos intra-celular: determinadas drogas podem levar ao acúmulo de
fosfolipídeos dentro dos lisossomos, devido à inibição enzimática da fosfolipase A2.
O mecanismo usualmente é reversível com a suspensão da droga. O mecanismo de
toxicidade da amiodarona pode ser citado como exemplo nesta classe.36
Lesão mediada pelo sistema imunológico: algumas drogas podem funcionar como hapte-
nos, induzindo à ativaçao da cascata imunológica. Depósitos de complexo antígeno-
anticorpo podem desencadear a ativação da resposta inflamatória, levando à lesão
celular. O lúpus eritematoso sistêmico induzido por drogas é um exemplo deste me-
canismo.
Depressão do sistema nervoso central: determinadas drogas são capazes de causar edema
pulmonar neurogênico agudo por causar descarga de neurotransmissores, levando à
hipertensão intra-craniana, que por sua vez pode levar a uma descarga autonômica
aguda. Drogas como o naloxane, heroína, interleucina 2, citarabina ou o metotrexato
aplicado por via intra-tecal podem servir para exemplificar este mecanismo.37
Efeito citotóxico direto: alguns quimioterápicos são capazes de lesar diretamente o pulmão.
A bleomicina, por exemplo, é capaz de provocar lesão por dano direto aos pneumócitos
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tipo1, induzindo fibrose pulmonar (chamada de alveolite fibrosante). Este mecanismo
é bem conhecido e estudado.38, 39, 40
A pneumonia induzida por taxane foi reportada pela primeira vez em 1997,41 per-
manecendo desconhecida sua fisiopatologia e representado importante papel para pesquisa
pelo impacto que estas drogas possuem no tratamento do câncer. Ainda, não existe modelo
experimental, descrito até o momento desta revisão, para avaliação dos efeitos pulmonares
oriundos da exposição ao docetaxel, sendo todo o conhecimento reportado através de rela-
tos de caso ou como citação em estudos clínicos.25, 26, 27, 28, 41, 42 Este trabalho visa estudar a
pneumonia induzida por docetaxel através de um modelo experimental em ratos.
82 Objetivos
Este trabalho tem como objetivo principal avaliar as propriedades mecânicas do
sistema respiratório e analisar a histologia dos pulmões de ratos submetidos a aplicação
única, por via intra-peritoneal (i.p.), de docetaxel. Como objetivos secundários podem-se
citar:
1. Avaliação da existência de proporcionalidade entre dose de docetaxel e lesão pulmonar
induzida pela droga, em caso de ser encontrada pneumonia decorrente da aplicação
deste quimioterápico;
2. Avaliação do provável mecanismo associado à lesão pulmonar induzida pela aplicação,
por via intra-peritoneal, do agente quimioterápico docetaxel (forma anidro), caso exista
lesão.
93 Material e Métodos
Tendo em vista o objetivo deste trabalho, houve divisão do estudo em três partes
complementares, a saber:
1. Estudo piloto para determinação da dose letal em 50% da amostra (DL50) do docetaxel
aplicado por via i.p. em ratos Wistar.
2. Avaliação das propriedades mecânicas do sistema respiratório de ratos submetidos a
aplicação única do docetaxel, pelo método da pausa inspiratória.
3. Avaliação histológica pela técnica de morfometria do tecido pulmonar de ratos subme-
tidos a aplicação única de docetaxel.
O estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética no Uso Animal da Universidade de
Brasília, Instituto de Biologia (IB) - UnB. Em cada uma das fases adotamos metodologia
própria descrita a seguir. Todo o trabalho experimental foi realizado no Laboratório de
Fisiologia Respiratória da Universidade de Brasília - UnB, com exceção da confecção das
lâminas para análise histológica e de sua fotografia, que foram realizadas no Laboratório de
análise patológica Micra em Brasília - DF. Este trabalho foi compilado e formatado seguindo
padronização tipográfica e bibliográfica do International Comittee of Medical Journal Editors -
ICMJE (Vancouver, 1997).
3.1 Estudo Piloto
Foi realizado estudo piloto para estabelecer a DL50 do docetaxel em ratos Wistar,
que foi determinada em 250 mg/m2. A dose foi reduzida em 16% (para adequar a DL50 ao
modelo estatístico escolhido), de forma a gerar um modelo experimental que permitisse o
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ajuste da dose à intervalos regulares, considerando a dose terapêutica usual do docetaxel em
70mg/m2(60-100mg/m2).5 Desta forma, as doses determinadas de quimioterápico aplicadas
foram 70mg/m2, 140mg/m2, 210mg/m2, calculadas pela superfície corpórea (SC) individual
de cada animal.
3.2 Protocolo Experimental
Foi realizado estudo experimental utilizando 42 ratos, raça Wistar, do gênero mas-
culino, com massa entre 270 e 310 g, adquiridos no laboratório BioAgri, Planaltina - DF. Os
animais foram divididos aleatoriamente em 4 grupos, conforme:
• Grupo Controle (GC): composto por 10 ratos, aos quais foi aplicada solução veículo;
• Grupo 70 (G70): composto por 10 ratos, aos quais foi aplicada solução de docetaxel
anidro, na dose de 70mg/m2;
• Grupo 140 (G140): composto por 10 ratos, aos quais foi aplicada solução de docetaxel
anidro, na dose de 140mg/m2;
• Grupo 210 (G210): composto por 12 ratos, aos quais foi aplicada solução de docetaxel
anidro, na dose de 210mg/m2.
A dose foi calculada pela superfície corporal (SC) dos ratos, corrigida para mg/cm2,
pelo método proposto por Spector,43 sendo considerada a fórmula:
SC = KW2/3 (1)
onde K é a constante do rato de 9.6, W é o peso em g e a SC é apresentada em cm2;
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Todos os animais foram pesados em balança adequada e submetidos a uma única
aplicação de docetaxel no primeiro dia (D1), com dose calculada para sua SC correspondente,
por via i.p. No grupo controle foi injetada solução de etanol a 13% em água destilada, sendo
a mesma solução utilizada para diluição do docetaxel anidro. Os ratos foram mantidos em
ciclos claro e escuro de 12 horas, com ração e água ad libitum.
Após 4 semanas da aplicação (D28), foi realizada nova pesagem dos ratos e avaliação
das propriedades mecânicas do sistema respiratório dos animais. Para tanto, foi realizada
anestesia com ketamina 75 mg.kg-1 i.m. e xilazina 10 mg.kg-1 i.m. Este é o regime anestésico
padrão utilizado no Laboratório de Fisiologia Respiratória - UnB.44, 45
Inicialmente, foi realizada traqueostomia no animal através de incisão cervical, acima
do esterno. Após divulsão da musculatura infra-hióidea e separação da traquéia do esôfago,
foi realizada a inserção de uma cânula de polietileno rígida na traqueia. Ao mesmo tempo,
foi feita inserção de cânula esofágica de polietileno, por via oral, separadamente. Esta
manobra permitiu decompor os componentes do sistema respiratório (sr) em pulmões (L)
e caixa torácica (cw). Com as cânulas em posição, os animais foram paralisados totalmente
com administração de brometo de pancurônio, na dose de 5 mcg.kg-1, aplicados por via
endo-venosa (e.v.) e levados ao sistema de registro, com volume ajustado entre frequência
respiratória (FR) e fluxo respiratório, através de um fluxômetro, conforme previamente
padronizado por outros autores.44, 45
Após ajustes, os animais foram ventilados mecanicamente com FR de 100 incursões
respiratórias por minuto, fluxo de 1,1 ml.s-1, volume de 0,3 ml e pressão positiva no final da
expiração (PEEP) de 0 cmH2O.
Foram realizadas, ao menos, 10 manobras de oclusão das vias aéreas para cada rato e,
ao término, ainda em ventilação mecânica, os animais foram mortos com administração e.v.
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de 2 mmol.kg-1 de KCl-. Após eutanásia, a traqueia de cada animal foi ocluída na capacidade
residual funcional (CRF) e os ratos levados para a retirada conjunta do coração e pulmões,
através de esternotomia longitudinal, com ampla exposição do interior da caixa torácica,
sem pinçamento dos pulmões. Os pulmões D e E foram separados por secção completa do
brônquio fonte correspondente.
O pulmão D foi pesado, em balança digital (Filizola Baby, SP, Brasil) no momento de
sua retirada, sendo considerado o valor obtido como peso líquido (PL). Após, foi colocado
em estufa (Brasmed, SP, Brasil) por 72 horas, a 50oC, e realizada nova medida em balança
digital, sendo esse novo valor considerado como peso seco (PS).
O pulmão esquerdo foi imediatamente colocado em solução de formol tamponado
a 9,8%. O mesmo foi processado para cortes histológicos em parafina (com 3 micrômetros
de espessura) e realizada coloração com hematoxilina-eosina (HE), picrossírius (PCS) e re-
sorcina fucsina de Weigert com oxidação (RF).46 As lâminas produzidas foram analisadas
histologicamente através de método morfométrico específico.
3.3 Método de avaliação das propriedades mecânicas do sistema respira-
tório
Para análise das propriedades mecânicas do sistema respiratório foi utilizado o mo-
delo da oclusão (ou pausa inspiratória), conforme descrito e padronizado por Bates.47, 48
Basicamente, o método da oclusão (ou pausa inspiratória) consiste na ventilação mecânica
dos animais, com fluxo (V˙) e volume constantes e oclusão das vias aéreas ao final da inspira-
ção. Após oclusão, observa-se queda rápida da pressão transpulmonar (∆P1), de um valor
pré-oclusão até um ponto de inflexão, seguida de uma queda pressórica lenta (∆P2) até que
um platô é alcançado (Pel). A queda rápida na pressão pulmonar representa a dissipação de
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energia contra a resistência das vias aéreas; ∆P2 reflete o stress-relaxation ou as propriedades
visco-elásticas do sistema respiratório e de seus componentes, juntamente com a contribuição
das inomogeneidades de constante de tempo49 (efeito pendelluft + esforço de adaptação do
sistema respiratório). O traçado gerado pelo método encontra-se esquematizado na figura3.
Figura 3: Traçado Obtido pelo Método da Pausa Inspiratória.
Onde: PMAX= pressão máxima; Pi = Ponto de Inflecção; Pel = elastância; ∆P1 = Queda pressórica rápida (Pi - PMAX);
∆P2 = Queda pressórica lenta (Pel - Pi); Pel = Plateau.
As variáveis aferidas foram o fluxo inspiratório (V˙) e a pressão do sistema (Psr ou
Pcw). Para determinação das propriedades mecânicas foi necessário o cálculo do volume
corrente (V). Essa variável foi obtida através do cálculo da integral na curva de V˙ obtida.
Foram calculadas as:





Onde Pel equivale ao ponto de estabilização na curva de decaimento da pressão (pressão elástica) e
V equivale ao volume;
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Onde Pi equivale ao ponto de inflecção na curva de decaimento da pressão e V equivale ao volume;





Onde ∆Ptot equivale a ∆P1 + ∆P2, sendo X o sistema estudado e V˙ equivale ao fluxo.
Para cada sistema avaliado foram realizadas as mesmas medidas descritas acima,
ou seja, para o sistema respiratório (sr) foram avaliadas as Est,sr, Edyn,sr e Rsr, para a caixa
torácica (cw) foram avaliadas as Est,cw, Edyn,cw e Rcw e para o pulmão (L) foram analisadas as
Est,L, Edyn,L e RL. As medidas de cw e sr foram obtidas diretamente. As medidas de L foram
obtidas subtraindo-se de sr os valores de cw (sr - cw = L).
3.3.1 Processamento de sinais e coleta de dados
Para o registro das propriedades mecânicas do sistema respiratório dos ratos, as
cânulas foram conectadas, separadamente, a um pneumotacógrafo (A. Fleisch, número 0,
Godart-Statham R©, Bilthoven, Holanda) conectado a um ventilador mecânico, alimentado por
um compressor de ar, o qual possibilitou o controle dos tempos inspiratório e expiratório,
com ajuste da freqüência respiratória e da pausa no final da inspiração. O pneumotacógrafo,
por sua vez, foi conectado a um transdutor (PT5A, Grass R©, Quincy, MA, EUA) para medida
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do diferencial de pressões da caixa torácica e do sistema respiratório, conforme descrito por
Mortola.50
As pressões traqueais e esofágicas foram amplificadas por polígrafo Grass (7C, Grass,
Quincy, MA, EUA), com amostras geradas em conversor de 200 Hz analógico-digital de 12-
bits (EMG Syztem do Brasil, São josé dos Campos, São Paulo, Brasil) e gravados em mídia
digital. Todos os dados de mecânica foram coletados e analisados utilizando o programa
Windaq/Pro software (DATAq Instruments, Akron, OH, EUA)
3.4 Método para análise histológica por morfometria
Após processamento e coloração do tecido pulmonar dos ratos com HE, PCS e RF,
foi realizada a análise histológica por morfometria de todas as lâminas. Foi utilizada a
técnica de contagem de pontos, conforme descrita por Weibel,51, 52 a qual utiliza retículo
substituindo uma ocular em microscópio óptico (Axioplan, Zeiss, Oberkochen, Alemanha)
conforme descrito na figura4, com calibração conforme tabela 1.
Figura 4: Retículo de 50 linhas e 100 pontos
1mm = 1000 µm.
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Tabela 1: Valores da medida do retículo.




3.4.1 Descrição das medidas utilizadas para análise histológica por morfometria
As variáveis morfométricas medidas e utilizadas para avaliação histológica estão
descritas abaixo. Para avaliação das medidas que utilizam aumento de 100x no microscópio
óptico (MO) foi usado óleo de imersão sobre a lâmina.
1. Proporção de fibras colágenas no parênquima pulmonar: foi realizada com aumento
de 100x no MO. Na lâmina, foram escolhidos 25 campos aleatórios e feita contagem da
proporção de fibras colágenas que incidem sobre os pontos do retículo, dividido pela
quantidade de pontos que incidem sobre os septos alveolares. A coloração utilizada
foi o PCS e todos os campos foram avaliados sob luz polarizada.
Proporção de f ibras colágenas (PP) :
Número de pontos incidentes sobre f ibras colágenas
Número de pontos incidentes sobre septos alveolares
(5)
2. Proporção de fibras colágenas na vasculatura pulmonar: foi realizada com aumento
de 100x no MO. Na lâmina, foram escolhidas 5 artérias pulmonares aleatórias, com área
de até 10.000 µm2 e contada a proporção de fibras colágenas que incidem sobre os pon-
tos do retículo, dividido pela quantidade de pontos que incidem sobre a área da mesma
artéria. A coloração utilizada foi o PCS e os campos foram avaliados sob luz polarizada.
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Proporção de f ibras colágenas (VP) :
Número de pontos incidentes sobre f ibras colágenas
Número de pontos incidentes sobre área arterial
(6)
3. Razão Superfície-Volume: foi realizada com aumento de 40x no MO. Na lâmina, foram
escolhidos 10 campos aleatórios e avaliada a proporção de interceptos que cruzaram














Onde P é o número de pontos que incidem nos espaços aéreos e d é o comprimento do intercepto em
µm.
4. Proporção de fibras elásticas no parênquima pulmonar: foi realizada com aumento de
100x no MO. Na lâmina, foram escolhidos 25 campos aleatórios e contada a proporção
de fibras elásticas que incidem sobre os pontos do retículo, dividido pela quantidade
de pontos que incidem sobre os septos alveolares. A coloração utilizada foi o RF.
Proporção de f ibras elásticas (PP) :
Número de pontos incidentes sobre f ibras elásticas
Número de pontos incidentes sobre septos alveolares
(9)
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5. Proporção de fibras elásticas na vasculatura pulmonar: foi realizada com aumento de
100x no MO. Na lâmina, foram escolhidas 5 artérias pulmonares aleatórias e contada
a proporção de fibras elásticas que incidem sobre os pontos do retículo, dividido pela
quantidade de pontos que incidem sobre a área da mesma artéria. A coloração utili-
zada foi o RF.
Proporção de f ibras elásticas (VP) :
Número de pontos incidentes sobre f ibras elásticas
Número de pontos incidentes sobre área arterial
(10)
6. Celularidade no parênquima pulmonar: realizada com aumento de 100x no MO. Na
lâmina, foram escolhidos 10 campos aleatórios e contada a proporção de pontos que
incidem sobre o tipo celular escolhido, dividido pela quantidade de pontos que inci-
dem sobre os septos alveolares. A coloração utilizada foi o HE e foram avaliadas a
celularidade (infiltração) de células mononucleares (MN) e de células polimorfonucle-
ares (PMN).
Celularidade :
Número de pontos incidentes sobre tipo celular escolhido
Número de pontos incidentes sobre septos alveolares
(11)
7. Índice de edema alveolar: foi realizado com aumento de 40x no MO. Na lâmina, fo-
ram escolhidos 10 campos pulmonares aleatórios e contada a proporção de pontos que
incidem sobre a área de edema intra-alveolar, dividido pela quantidades de pontos que
incidem sobre o interior dos alvéolos. A coloração utilizada foi o HE.
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Índice de edema alveolar :
Número de pontos incidentes sobre edema intra − alveolar
Número de pontos incidentes no interior dos alvéolos
(12)
8. Índice de edema peri-vascular (IEPV): foi realizado com aumento de 100x no MO. Na
lâmina, foram escolhidos 5 artérias pulmonares aleatórias, com diâmetro de até 10.000






Onde NP é o número de pontos que incidem sobre as áreas de edema perivascular e NI é o número de
interceptos que cruzam a membrana basal dos vasos.
9. Diâmetro alveolar médio (LM): foi realizado com aumento de 100x no MO. Na lâmina,
foram escolhidos 10 campos pulmonares aleatórios e verificada a proporção de inte-
receptos que cruzam o septo alveolar. A coloração utilizada foi o HE e o resultado é
representado em µm e obtido conforme:
LM :
Comprimento total da linha
Interceptos que cruzam o septo alveolar
(14)
10. Diâmetro interno das vias aéreas (DI): foi realizado com aumento de 40x no MO.
Na lâmina, foram escolhidos 3 bronquíolos, com área de até 62.500 µm2. A coloração
utilizada foi o HE e o resultado é representado em µm, calculado conforme:
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DI :
Número de pontos sobre o lúmen da via aérea
Número de pontos sobre epitélio e músculo liso das vias aéreas
(15)
3.5 Análise estatística
Os resultados foram apresentados como média ± erro padrão (EP), exceto a variável
peso apresentada como média e desvio padrão (DP). Elaboramos previamente uma hipótese
nula para este estudo:
H0 → Ausência de lesão pulmonar induzida pelo docetaxel após uma única aplicação por
via i.p.
As variáveis foram submetidas ao teste de Shapiro-Wilk para avaliar normalidade.
Tratando-se de resultados com distribuição normal, realizou-se o teste de Análise
de Variância (ANOVA) com pós-teste de Tukey. Em caso de distribuição não-Gaussiana, foi
utilizado o teste de Kruskal-Wallis com pós-teste de Mann-Whitney. Foram considerados para
análise erro α= 5% e β = 20%
Utilizamos o software Statistical Analysis System (Cary, NC, EUA) e Statistical Pac-
kage for Social Science (IBM SPSS 18, version 18.0.) para todas as análises descritas.
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4 Resultados
4.1 Análise descritiva da amostra
Foram estudados 42 ratos, havendo ocorrido a morte de 1 animal no G140 e 1 animal
no G210. Em 9 de 10 animais do G70 foram observadas alterações histológicas e em todos
os animais do G140 e G210 (10/10).
Em relação ao peso, a tabela 2 demonstra os valores aferidos no dia da aplicação
do docetaxel (D1) e no dia da avaliação das propriedades mecânicas do sistema respiratório
(D28). A comparação do peso entre grupos não demonstrou variação significativa entre D1
e D28 (p = 0.064). Contudo, em todos os animais foi visto ganho ponderal significativo no
intervalo, embora não uniforme - o grupo submetido à aplicação de docetaxel em doses
mais altas (G210) apresentou ganho de peso significativamente menor que o GC. As análises
comparativas dos pesos estão representados na figura 5.
Tabela 2: Valores médios do peso (g) no D1 e D28
D1 D28
Controle 273.00 ± 47.21 349.50 ± 35.78
Grupo G70 278.00 ± 30.84 325.00 ± 24.03
Grupo G140 291.00 ± 44.33 341.11 ± 50.07
Grupo G210 290.00 ± 18.97 310.00 ± 22.36
Resultados apresentados em média ± DP
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(a) (b)
Figura 5: Relação de peso dos animais no começo e final do estudo nos próprios grupos (a) e comparação
entre grupos do percentual de ganho ponderal (b) observado ao final do estudo. O GC ganhou peso de
forma significativamente maior que o G210 (b).
*p<0.05
4.2 Relação PL/PS
Na avaliação da relação ao PL/PS não foi observada diferença significante (p =0.145),
embora os grupos nos quais foi realizada aplicação de quimioterapia com doses maiores
tenha apresentado uma tendência a um maior peso seco (figura 6).
Figura 6: Relação entre peso Líquido (PL) e Peso seco (PS) do pulmão E (PL/PS)
4.3 Análise das propriedades mecânicas 23
4.3 Análise das propriedades mecânicas
Todas as variáveis apresentaram distribuição não-gaussiana. Os valores médios
(com EP) das propriedades do sistema respiratório obtidos em todos os grupos estão apre-
sentados na tabela 3, havendo diferença estatística e plausível nas medidas de Est,cw, Edyn,cw
e Rcw. A comparação das variáveis demonstra, ainda, tendência de queda da resistência do
sistema respiratório (Rrs), conforme demonstrado na figura 7(a). Os demais parâmetros não
revelaram alterações explicáveis ou com plausibilidade biológica, conforme apresentado nas
figuras 8 e 9.
Tabela 3: Comparação das propriedades mecânicas do sistema respiratório de ratos subme-
tidos à aplicação, por via intra-peritoneal, de docetaxel, em diferentes doses
Grupo Controle G70 G140 G210
Variáveis N = 10 N = 10 N = 9 N = 11
Média ± EP Média ± EP Média ± EP Média ± EP p**
Est,sr 1,002 ± 0,063 1,285 ± 0,082 1,060 ± 0,071 1,277 ± 0,110 0.035&
Edyn,sr 1,169 ± 0,071 1,516 ± 0,104 1,163 ± 0,072 1,530 ± 0,134 0.015&
Rsr 0,498 ± 0,289 0,075 ± 0,014 0,085 ± 0,014 0,070 ± 0,010 0.116
Est,cw 0,214 ± 0,029 0,027 ± 0,012 0,146 ± 0,040 0,277 ± 0,037 <0.0001a,e,f
Edyn,cw 0,324 ± 0,033 0,145 ± 0,016 0,320 ± 0,082 0,326 ± 0,036 <0.0001a,e
Rcw 0,028 ± 0,002 0,010 ± 0,0082 0,035 ± 0,005 0,023 ± 0,003 <0.0001a,d,e
Est,L 0,788 ± 0,060 1,258 ± 0,088 0,914 ± 0,070 1,000 ± 0,117 0.003&
Edyn,L 0,845 ± 0,070 1,371 ± 0,113 0,843 ± 0,097 1,204 ± 0,140 0.01a,d
RL 0,174 ± 0,035 0,209 ± 0,040 0,161 ± 0,060 0,148 ± 0,027 0.787
Rrs - Resistência total sistema respiratório (cmH2O); Est,sr - elastância estática sistema respiratório (cmH2O ml-1);
Edyn,sr - elastância dinâmica sistema respiratório (cmH2O ml-1); Rcw - Resistência total caixa torácica (cmH2O);
Est,cw - elastância estática caixa torácica (cmH2O ml-1); Edyn,cw - elastância dinâmica caixa torácica (cmH2O ml-1);
RL - Resistência total do pulmão (cmH2O); Est,L - elastância estática pulmão (cmH2O ml-1); Edyn,sr - elastância
dinâmica pulmão (cmH2O ml-1)
**Comparação entre grupos com significância (pós-teste): a = (GC x G70); b = (GC x G140); c = (GC x G210);
d = (G70 x G140); e = (G70 x G210); f = (G140 x G210); & = pós-teste não foi capaz de definir diferença entre
grupos.
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4.4 Análise Morfométrica do parênquima pulmonar
Todas as variáveis apresentaram distribuição gaussiana. Os resultados são descritos
a seguir.
4.4.1 Avaliação da proporção de fibras colágenas do parênquima pulmonar
Os animais expostos ao docetaxel, independentemente da dose, apresentaram dife-
rença significativa em relação ao controle, mesmo em dosagens consideradas terapêuticas
(70 mg/m2). O G70 apresentou alteração em 90% dos indivídiuos, com valor médio de 1,256
± 0,227. Nos G140 e G210 foi observada lesão em 100% dos animais, com valores médios
de 1,041± 0,206 e 3,379 ± 0,525 respectivamente. O GC apresentou valores de 0.065 ± 0.015.
A tabela 4 resume a comparação entre os grupos GC, G70, G140 e G210, para os quais foi
encontrado resultado significativo.
Ainda, doses mais altas apresentaram maior quantidade de deposição de colágeno
no parênquima pulmonar, sugerindo lesão irreversível dos septos alveolares e relação de
proporcionalidade entre a dose de docetaxel e a lesão pulmonar detectada (figura 10).
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Figura 10: Comparação entre a proporção de fibras colágenas no parênquima pulmonar de animais
submetidos à aplicação única de docetaxel.
*p<0.0001, demonstrando proporcionalidade entre a quantidade de colágeno presente no interstício
pulmonar e a dose de aplicação do docetaxel.
As fotos abaixo demonstram a presença de colágeno no interstício pulmonar do
G210 (figura 11)
(a) (b)
Figura 11: Foto de pulmão sob luz polarizada para análise de fibras colágenas (coloração PCS, 100x).
O G210 (b) apresenta quantidade superior de colágeno no interstício pulmonar, representada pelos
depósitos de coloração avermelhada. No GC (a) observa-se pouca presença de colágeno.
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4.4.2 Avaliação da proporção de fibras colágenas na vasculatura pulmonar
A proporção de fibras colágenas nos vasos pulmonares mostrou valores percentuais
médios de 3,489 ± 1,164 para o GC, 5,852 ± 1,289 para o G70, 5,394 ± 0,962 para o G140 e
8,758 ± 1,938 para o G210, não sendo observada diferença estatisticamente significativa na
comparação entre grupos (figura 16).
Figura 12: Comparação entre a proporção de fibras colágenas na vasculatura pulmonar de animais
submetidos à aplicação única de docetaxel.
p=0.084
A figura 24 demonstra o aspecto microscópico do colágeno vascular avaliado sob a
luz polarizada no MO.
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4.4.3 Razão superfície-volume (RSV)
A análise da RSV mostrou valores percentuais médios de 9.116 ± 0.333 para o GC,
de 8,545 ± 0,200 para o G70, de 8,559 ± 0,246 para o G140 e 7,887 ± 0,137 para o G210, com p
=0.007 na comparação entre GC e G210. A RSV encontra-se representada na figura 13.
Figura 13: Comparação da variável RSV de animais submetidos à aplicação única de docetaxel*.
*p=0.007.
As fotos abaixo mostram o aumento na espessura dos septos alveolares, causados
pela intensa infiltração celular (figura 14)
(a) (b)
Figura 14: Lâmina de pulmão comparando RSV no GC e no G210 (coloração HE, 40x).
O G210 (b) apresenta aumento da espessura dos septos alveolares comparado ao GC (a).
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4.4.4 Avaliação da proporção de fibras elásticas no parênquima pulmonar
A proporção de fibras elásticas nos parênquima pulmonar mostrou valores percentu-
ais médios de 39,530 ± 1,415 para o GC, 39,500 ± 2,089 para o G70, 39,480 ± 2,143 para o G140
e 35,940 ± 3,563 para o G210, não sendo observada diferença estatisticamente significativa
na comparação entre grupos (figura 16).
Figura 15: Proporção de fibras elásticas no parênquima pulmonar de animais submetidos à aplicação
única de docetaxel.
A figura 24 demonstra o aspecto microscópico das fibras elásticas pela coloração RF
no MO.
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4.4.5 Avaliação da proporção de fibras elásticas na vasculatura pulmonar
A proporção de fibras elásticas nos vasos pulmonares mostrou valores percentuais
médios de 0,333 ± 0,009 para o GC, 0,297 ± 0,015 para o G70, 0,316 ± 0,007 para o G140 e
0,321 ± 0,011 para o G210, não sendo observada diferença estatisticamente significativa na
comparação entre grupos (p=0.147) (figura 16).
Figura 16: Comparação entre a proporção de fibras colágenas na vasculatura pulmonar de animais
submetidos à aplicação única de docetaxel.
A figura 24 demonstra o aspecto microscópico das fibras elásticas pela coloração RF
no MO.
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4.4.6 Avaliação de celularidade
Não foram observadas diferenças entre o GC e o G70. Nos grupos expostos a
doses mais altas (G140 e G210), observamos aumento significativo no grau de inflamação
intersticial, composta principalmente por células mononuclares. Os valores aferidos para
células mononucleares foram 20,240 ± 2,785 para o GC, 32,130 ± 2,202 para o G70, 37,520 ±
3,807 para o G140 e 36,440 ± 2,077 para o G210. A tabela 4 resume a comparação entre os
grupos GC, G70, G140 e G210, para os quais foi encontrado resultado significativo (p<0.0001).
Ainda, doses mais altas apresentaram maior quantidade de células mononucleares
infiltrando o parênquima pulmonar, sugerindo relação de proporcionalidade entre a dose
de docetaxel e o grau de infiltração celular no parênquima pulmonar (figura 17).
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Figura 17: Comparação entre a proporção de infiltraçã pulmonar por células mononucleares em
animais submetidos à aplicação única de docetaxel.
*p<0.0001, demonstrando proporcionalidade entre infiltração celular mononuclear no interstício pul-
monar e a dose de aplicação do docetaxel.
As fotos abaixo mostram a intensa infiltração celular observada no interstício pul-
monar (figura 18)
(a) (b)
Figura 18: Lâmina de pulmão comparando infiltrado intersticial no GC e no G210 (coloração HE,
40x).
O G210 (b) apresenta intensa infiltração do interstício pulmonar por células mononucleares, compa-
rado ao GC (a).
Em relação à avaliação da infiltração por PMN, não observamos diferenças em
nenhum dos grupos em relação ao controle (p>0.05), sendo raramente observada a existência
deste tipo celular no interstício pulmonar. Os resultados foram desconsiderados por não
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serem representativos.
4.4.7 Edema Alveolar
Todos os grupos apresentaram diferença significativa em relação ao controle e, ainda,
foi observada proporcionalidade entre a quantidade percentual de alvéolos alterados com a
dose administrada do quimioterápico docetaxel. Os valores observados foram: G70 - 1,899
± 0,124; G140 - 2,585 ± 0,200; G210 - 3,300 ± 0,261 e GC - 0.782 ± 0,087. A tabela 4 resume a
comparação entre os grupos GC, G70, G140 e G210, para os quais foi encontrado resultado
significativo (p<0.0001).
A figura 19 representa graficamente a relação proporcional entre a dose de aplicação
do docetaxel e a quantidade de edema intra-alveolar observada.
Figura 19: Comparação entre a proporção de alvéolos com edema intra-alveolar de animais submetidos
à aplicação única de docetaxel.
A análise estatística entre grupos foi significativa (p< 0.0001) demonstrando proporcionali-
dade entre a quantidade de edema intra-alveolar e a dose de aplicação do docetaxel.
As fotos abaixo demonstram a maior quantidade de edema intra-alveolar nos grupos
expostos ao docetaxel (figura 20)
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(a) (b)
Figura 20: Lâmina de pulmão comparando edema intra-alveolar no GC e no G210 (coloração HE,
40x).
O G210 (b) apresenta considerável presença de edema intra-alveolar com alguns focos de hemorragia,
comparado ao GC (a).
4.4.8 Índice de edema peri-vascular (IEPV)
O IDPV não apresentou variação significativa ou proporcional entre grupos. As
medidas médias foram: G70 - 0,610 ± 0,031; G140 - 0,645 ± 0,018; G210 - 0,910 ± 0,017 e
GC - 0,661 ± 0,029. A figura 22 demonstra a análise dos grupos, sem diferença estatística
(p=0.152).
Figura 21: Comparação do índice de edema peri-vascular, de animais submetidos à aplicação única
de docetaxel*.
*Não foi observada diferença significativa na comparação entre grupos (p=152).
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4.4.9 Diâmetro Alveolar Médio (LM)
O LM apresentou variação significativa ou proporcional entre grupos. As medidas
médias, em µm foram: G70 - 1,102 ± 0,009; G140 - 1,137 ± 0,016; G210 - 1,101 ± 0,009 e
GC - 1,143 ± 0,010. A figura 22 demonstra a análise dos grupos, com diferença estatística
(p=0.014).
Figura 22: Comparação do diâmetro alveolar médio, em µm, de animais submetidos à aplicação única
de docetaxel*.
*Foi observada diferença significativa na comparação entre grupos (p=0.014).
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4.4.10 Diâmetro interno das vias aéreas (DI)
O DI não apresentou variação significativa ou proporcional entre grupos. As medi-
das médias, em µm foram: G70 - 17,130 ± 1,094; G140 - 15,310 ± 1,607; G210 - 19,170 ± 1,276
e GC - 15,110 ± 1,873. A figura 23 demonstra a análise dos grupos, sem diferença estatística
(p=0.175). Ainda, vale ressaltar que o G210 apresentou maior DI (dilatação), sendo compatí-
vel com os dados obtidos pela avaliação das propriedades mecânicas do sistema respiratório
(observar figura 7).
Figura 23: Análise comparativa do diâmetro interno de vias aéreas (em µm), de animais submetidos
à aplicação única de docetaxel*.
*Não houve diferença significativa na comparação entre grupos (p=0.175).
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(a) (b)
(c) (d)
Figura 24: Aspecto das diversas colorações realizadas no pulmão de ratos expostos ao docetaxel no
microscópio óptico
Em (a) observa-se o aspecto do colágeno vascular sob a luz polarizada (PCS, 40x). Em (b) observa-se
o aspecto das fibras elásticas no vaso normal (RF, 40x). Em (c) observa-se o aspecto das fibras elásticas
em um brônquio normal (RF, 40x). Em (d), observa-se um pulmão normal de rato Wistar no MO (HE,
10x).
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4.5 Resumo dos achados histológicos
Os resumo da análise histológica, por morfometria, dos pulmões de ratos Wistar
tratados com diferentes doses de docetaxel por via i.p., encontra-se descrito na tabela 4.
Foram encontradas alterações na proporção de fibras colágenas nos septos alveolares (PP), na
infiltração do interstício pulmonar por células mononucleares, no índice de edema alveolar,
todos sugerindo proporcionalidade entre o grau de lesão pulmonar e a dose de docetaxel
injetada.































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Os modelos animais experimentais devem aproximar-se da prática clínica. O acom-
panhamento do peso é muito importante em pacientes oncológicos. A literatura é vasta
em demonstrar a relacão entre massa corpórea e toxicidade relacionada à quimiotera-
pia.53, 54, 55, 56, 57 Ainda, sabe-se que a toxicidade dos quimioterápicos é diferente para cada
órgão e tecido corporal e está relacionada à dose administrada,58, 59 sendo comum menor ga-
nho ponderal em esquemas mais agressivos de quimioterapia.59 Este estudo observou que
animais tratados com doses mais altas de docetaxel apresentaram menor ganho ponderal,
observação perfeitamente compatível com a literatura médica existente.
A toxicidade do tratamento com docetaxel está relacionada à dose utilizada, po-
dendo haver alta mortalidade com doses elevadas.60 Estes efeitos foram observados. Houve
morte de 2 animais; um exposto à dose de 140 mg/m2 e outro à dose de 210 mg/m2. Im-
portante observar que os animais expostos a doses usuais de docetaxel não apresentaram
mortalidade e obtiveram maior ganho ponderal, comprovando experimentalmente a relação
da mortalidade com a dose de exposição do taxane.
Antes de prosseguir faz-se necessário abordar alguns pontos sobre a anatomia nor-
mal e elementos celulares do interstício pulmonar. Este normalmente é composto por fibras
reticulares, fibras elásticas e fibras colágenas, sendo esta última importante estrutura do
arcabouço da matriz extracelular,61 que ainda é composta por outros elementos proteicos
e polissacarídeos, como proteoglicanos e glicosaminoglicanos ("ground elements"62). O re-
vestimento epitelial dos alvéolos é formado por células especializadas, denominadas pneu-
mócitos tipo I e II. Ainda, uma rede densa de capilares faz contato com toda a superfície
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alveolar, sendo que as lâminas basais do epitélio (pneumócito tipo I) e do endotélio vascular
podem fundir-se.63
O pulmão, por ser uma estrutura que necessita de elasticidade (elastância) para
desempenhar sua função, possui uma delicada relação entre fibras elásticas e colágeno em
sua estrutura de sustentação, estando este último usualmente presente como uma malha de
fibras esparsas.62 A fisiologia torna-se ainda mais complexa ao serem levadas em conside-
ração a presença do surfactante (áreas molhadas e secas) e a estrutura de inter-dependência
alveolar.63, 62 O conjunto de todos os elementos do parênquima pulmonar - células, matriz
extra-celular, elementos proteicos, micro e macro-vasculares e suas interações físicas - é que
determinam as propriedades fisiológicas e mecânicas do pulmão normal.
5.2 Relação PL/PS
O primeiro parâmetro utilizado na avaliação da toxicidade pulmonar induzida pelo
docetaxel foi a relação PL/PS. Usualmente, esta relação serve para mensuração do grau de
edema associado ao tecido (no caso, pulmonar) e pode estar alterada na toxicidade tecidual
aguda.64 Este estudo não foi capaz de demonstrar diferença na relação PL/PS, embora, à
primeira vista contraditoriamente, tenha observado o acúmulo significante de edema intra-
alveolar entre os grupos (vide tabela 4). A provável explicação deve residir no momento,
após a aplicação do docetaxel, em que foram realizadas as medidas morfométricas. É possível
que o docetaxel induza alterações agudas no tecido pulmonar, as quais poderiam estar em
resolução após 28 dias. Manali et al65 demonstraram experimentalmente que os elementos
presentes na inflamação pulmonar aguda induzida pela bleomicina não estão presentes - ou
pelo menos estão muito diminuidos - quando do aumento da quantidade de colágeno no
interstício pulmonar. Este achado poderia ser análogo à lesão produzida pelos taxanes. Ou
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seja, é plausível que houvesse maior edema intra-alveolar logo após a aplicação do docetaxel.
Esta observação é compatível com o fato que taxanes são capazes de induzir lesão endotelial
após aplicação endovenosa e gerar edema.66, 67
5.3 Correlação entre as propriedades mecânicas do sistema respiratório e
os achados histologicos
A análise das propriedades mecânicas do sistema respiratório dos animais demons-
trou queda significativa das Est,cw, Edyn,cw e Rcw. Ainda, mesmo que não significativo, foi
observada queda Rsr. As alterações na elastância cw podem representar possíveis alterações
na musculatura respiratória inter-costal. Este resultado foi mensurado após o estudo experi-
mental, sendo que sua análise não fazia parte do delineamento inicial, que visava avaliar as
alterações no parênquima pulmonar induzidas pela droga. A miosite associada ao doceta-
xel foi descrita pela primeira vez em 200568, 69 e, embora seja considerada complicação rara,
poderia ser uma explicação plausível. Novos estudos, com delineamento específico, seriam
necessários para avaliar o possível comprometimento da musculatura inter-costal após uso
do docetaxel, uma vez que inexiste qualquer modelo experimental para avaliação da miosite
induzida por taxane.
Ainda, chama a atenção o fato de serem observadas alterações intersticiais irrever-
síveis (principalmente representado pelo acúmulo de colágeno no intersício pulmonar) e a
relação com as alterações na mecânica do sistema respiratório. Na realidade, a correlação
entre eventuais alterações histológicas e alterações na mecânica pulmonar dependem da
intensidade da lesão, aguda ou crônica. O asbesto, por exemplo, é capaz de produzir lesão
(histológica e mecânica) nos pulmões de hamsters, mensuráveis 24 horas após administra-
ção intra-traqueal, principalmente por causa da lesão inflamatória aguda produzida por esta
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substância.70
Comparativamente, a bleomicina, utilizada em modelos para estudo de fibrose
pulmonar idiopática, é capaz de induzir lesão com alteração da mecânica pulmonar em
camundongos, somente após 21 dias da instilação por via intra-traqueal, quando a concen-
tração tecidual total de colágeno ultrapassa os 300 microgramas (valores 3 vezes acima do
controle).65 Ou seja, alterações mensuráveis à histologia podem, ou não, ter relação com
alterações nas propriedades mecânicas do sistema respiratório, a depender do seu tipo,
quantidade e intensidade.
As observações em estudos clínicos são ainda mais curiosas. Doenças como fibrose
pulmonar idiopática são consideradas progressivas e fatais. Entretanto, pouco se sabe sobre
a correlação entre suas alterações histológicas e mecânicas.71, 72 Claro que simploriamente
poder-se-ia afirmar que a simples presença ou não de colágeno ou fibras elásticas, em maior
ou menor quantidade, seria o fator responsável pelas alterações eventualmente observadas
nas propriedades mecânicas do sistema respiratório de pacientes com fibrose idiopática.
Entretanto, esta explicação seria muito superficial.
Na realidade, a elastância e resistência do sistema respiratório dependem de, pelo
menos, quatro fatores distintos: a quantidade de fibras elásticas, a quantidade de colágeno,
a malha total de fibras conectivas (incluindo proteoglicanos e glicosaminoglicanos) e a quan-
tidade de células intersticiais.73, 74 Grosseiramente, as fibras elásticas são responsáveis pela
elastância e as fibras colágenas são responsáveis pela resistência. Por óbvio que existe relação
entre a quantidade de fibras elásticas e colágenas com a mecânica do sistema respiratório,75
entretanto a complexidade da fisiologia respiratória e de seus elementos não poderia ser
resumida por esta simples assertiva. Esta complexidade foi demonstrada por Yuan et al76
que observaram diminuição da elastância pulmonar após digestão de fibras elásticas e colá-
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genas, demonstrando a importância da matriz extra-celular nas propriedades mecânicas do
pulmão.
A dinâmica entre estes componentes é que poderia ser responsável, em parte, pela
dinâmica da mecânica do sistema pulmonar. Ainda, e talvez mais importante, o compor-
tamento da Est, Edyn dependem da interação destes fatores, junto com elementos da matriz
extra-celular. Diversas teorias tentam explicar como estes relacionam-se, tanto em nível
molecular, como em nível macroscópico. Aparentemente, a interação da malha colágeno-
elastina-proteoglicano parece ser o principal elemento que transfere as características visco-
elásticas e de histerese ao sistema respiratório77 e não simplesmente a concentração absoluta
de fibras colágenas.78 Claro que diversos outros mecanismos tentam trazer luz à complexa
fisiologia pulmonar, como por exemplo a conformação espacial das proteinas da matriz
extra-celular e a ação "lubrificante"que os proteoglicanos e glicosaminoglicanos exercem
sobre a malha colágeno-elastina.78, 79
Além, pouco se conhece sobre as relações que interações moleculares do tecido pul-
monar possuem sobre a dinâmica macroscópica do sistema respiratório e sobre seu remo-
delamento.62 Acredita-se que pequenas moléculas proteicas à base de leucina - conhecidas
como decorinas - são responsáveis pela interação entre o colágeno e a matriz extracelular de
proteoglicanos,80, 81 que por sua vez, e através da interação com o fator de transformação-β,
seriam responsáveis pelo sistema de controle de remodelamento do interstício pulmonar.82
Ainda, sabe-se que no processo de remodelamento pulmonar existe alteração tanto em fi-
bras colágenas, como em fibras elásticas, em diferentes proporções.62 Neste estudo não
foram observadas alterações na quantidade de fibras elásticas do parênquima pulmonar de
ratos expostos ao docetaxel, podendo ser plausível que a simples variação da concentra-
ção colágena, embora significante, não seja fator suficiente para trazer quaisquer alterações
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funcionais bem definidas. Assim sendo, não é totalmente inesperado que, embora tenham
sido observadas diversas alterações microscópicas (histológicas) no parênquima pulmonar
destes animais, poucas alterações puderam ser definidas do ponto de vista da mecânica do
sistema respiratório. É possível que a exposição continua ao docetaxel possa levar a um
maior grau de lesão e que essas alterações eventualmente possam ter repercussões mais
claras à mecânica, lembrando que toda a literatura confirma que os casos reportados de
pneumonia induzida por taxane acontecem após múltiplas exposições a quimioterápicos ou
após multiplas aplicações de docetaxel.25, 28 Ainda mais, restaria necessário entender even-
tuais impactos do docetaxel nos elementos da matriz extra-celular do interstício pulmonar
para poder-se formular alguma teoria sobre uma fisiologia tão complexa.
Em relação à queda da Rsr, foi observado um aumento do DI (figura 23). Devemos






Onde: R = resistência, η = viscosidade, ι = comprimento do tubo e r = raio.
Observe-se que alterações pouco significativas no raio de um tubo podem ser ca-
pazes de produzir grandes alterações na resistência ao fluxo em seu interior, positiva ou
negativamente. Neste estudo foi observado aumento do diâmetro interno das vias aéreas
nos grupos submetidos a doses mais altas de docetaxel. Assim, esta alteração explica de
forma anatômica a diminuição aferida na resistência nas vias aéreas.
O docetaxel está associado a pneumonia, com incidência sugerida em até 10% dos
pacientes,25, 26 existindo, inclusive, casos relatados de bronquiolite obliterante (BOOP).83 O
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curioso é que inexistem dados concretos sobre este tipo de complicação. Todo o conhecimento
advem de relatos de caso ou da observação clínica. O primeiro dado importante observado
neste estudo diz respeito à incidência de alterações pulmonares induzidas pelo docetaxel. Foi
visto que 90% dos animais tratados com doses consideradas usuais (70mg/m2) apresentavam
alterações inflamatórias ou na concentração do colágeno, chegando a 100% em doses mais
altas. Isto pode sugerir que a lesão pulmonar induzida por esta droga possa ser muito mais
comum do que reportado na prática clínica, sobretudo levando-se em consideração que os
animais aqui estudados foram submetidos a uma única aplicação do quimioterápico.
A análise da histologia demonstrou intenso infiltrado mononuclear nos intersep-
tos alveolares. Ainda, foi observado pequena quantidade de edema alveolar (já discutida
anteriormente) e alteração na RSV. Todos estes dados são absolutamente compatíveis com
pneumonia intersticial. A RSV demonstra que houve aumento da espessura dos septos alve-
olares em animais tratados com doses altas de docetaxel, o que demonstra as características
morfométricas da pneumonia induzida pelo docetaxel: espessamento do intersepto alveolar
por infiltrado de células mononucleares, edema intra-alveolar e depósito de colágeno no
interstício pulmonar, com quase ausência de infiltração de células polimorfonucleares. Estas
características, recriadas experimentalmente, foram descritas em humanos em alguns relatos
de caso.25, 30, 83, 84
Observe-se que a presença disseminada de colágeno, necessariamente, representa
alteração da estrutura normal do órgão. Na literatura, existem relatos de casos isolados
que mostram fibrose pulmonar em pacientes que foram submetidos a quimioterapia com
docetaxel.84 Entretanto, pelo fato destes pacientes serem poli-tratados e haverem permane-
cidos intubados por período prolongado, tornar-se-ía difícil conseguir fazer uma associação
direta entre droga e lesão pulmonar, uma vez que a própria intubação prolongada é capaz
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de produzir lesão pulmonar, mesmo em pacientes sem lesão pulmonar prévia.85, 86, 87
Este estudo foi capaz de mostrar alguns aspectos importantes. Em primeiro lugar,
o docetaxel foi capaz de causar dano tecidual pulmonar em doses terapêuticas. A presença
de colágeno no parênquima pulmonar dos animais do G210, em valores significativamente
acima do grupo controle, demonstra este evento de forma clara. Ainda, foi observada
proporcionalidade entre o grau da lesão no interstício pulmonar e a dose administrada da
droga, o que torna os achados biologicamente plausíveis. Mais, foram observadas, de forma
significativa, proporcionalidade na RSV, no índice de edema alveolar e celularidade, dados
que demonstram aumento da espessura dos septos alveolares, principalmente por infiltração
de células mononucleares e edema intra-alveolar. Estes elementos reforçam o significado
das alterações na quantidade de colágeno observada. Estas observações são curiosas por
vários motivos.
Em primeiro lugar, a exposição ao docetaxel foi única e sem nehuma associação
medicamentosa. Contrariamente, a literatura existente reporta alteração pulmonar clinica-
mente detectável (pneumonia) após várias aplicações ou em tratamentos com associacão de
quimioterápicos.28, 29, 30, 41, 42, 83
Em segundo lugar, não se pode deixar de questionar a possibilidade de cronificação
das alterações histológicas encontradas no sistema respiratório após múltiplas exposições
a esta droga, tal como reportado alhures para outros quimioterápicos.24 Sob este prisma,
a continuidade do conhecimento através de outros estudos experimentais ou através de
estudos populacionais em humanos torna-se-ía absolutamente necessária.
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5.4 Hipótese para o mecanismo da lesão pulmonar
Algumas hipóteses são descritas para o mecanismo da lesão pulmonar induzida pelo
docetaxel. A própria presença de edema intra-alveolar pode revelar, ao menos, uma parte
do mecanismo responsável, sendo explicado, simplificadamente, pela equação de Starling,63
que diz:
Q˙ f = K f [(Pc − Pis) − σ(pipl − piis)] (17)
Onde: Q˙ f = fluxo do fluido; K f = coeficiente de filtração capilar; Pc = pressão hidrostática capilar; Pis =
pressão hidrostática do fluido intersticial; σ = coeficiente de reflecção; pipl = pressão coloido-osmótica
do plasma e piis = pressão coloido-osmótica intersticial.
Em outras palavras, os prováveis mecanismos de edema pulmonar decorrem de
alterações na pressão hidrostática capilar ou intersticial, de alterações de permeabilidade a
solutos (alteração do σ), de diferenças nas pressões proteicas do plasma ou interstício ou de
deficiência de drenagem linfática. Em nosso modelo, dois mecanismos poderiam explicar
a presença de edema intra-alveolar pulmonar: a insuficiência de drenagem linfática por
substituição colágena e/ou aumento da permeabilidade capilar por efeito citotóxico direto.
5.5 Críticas ao estudo
Uma crítica importante que pode ser feita é que o delineamento do trabalho procurou
estabelecer lesão pulmonar com a maior dose não letal da droga. Esta estrutura não reflete
exatamente o uso clínico do docetaxel, que usualmente é utilizado em doses menores e
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por vários ciclos. Assim, seria necessário um novo trabalho para avaliar quais efeitos
cumulativos possuiria o docetaxel sobre o parênquima pulmonar, ou seja, doses cumulativas
com menor miligramagem são igualmente danosas a uma única aplicação da droga com
maior miligramagem?
Na prática, o docetaxel é aplicado conjuntamente a um corticoesteróide (usualmente
a dexametasona), pois o mesmo é capaz de produzir síndrome de retenção hídrica por pro-
vável lesão vascular endotelial.66, 67 Por óbvio, fazer-se-ia necessário avaliar se a presença de
um corticóide seria capaz de inibir as alterações observadas no parênquima pulmonar. Este
questionamento surge ao entender a complexa fisiologia pulmonar normal, tanto molecular
como tecidual, e as eventuais interações do corticóide com elementos da matriz extra-celular.
Vários estudos sugerem que deva existir esta interação e que possa ser importante.88, 89 Seria
esse o motivo da incidência clínica de pneumonia induzida por docetaxel ser de 10% e este
estudo ter demonstrado alteração histológica praticamente em todos os animais? Mesmo
sabendo-se da complexidade em correlacionar histologia com função, deve-se levantar tal
questionamento. Isso fica ainda mais evidente ao analisar a literatura médica reportando o
uso de corticóide como forma de tratamento da pneumonia induzida por taxane.90, 91
Outro elemento que deve ser discutido é o metodo de quantificação do colágeno
aqui utilizado. Uma forma bem grosseira de divisão do colágeno é: 1) colágeno maturo
e 2) colágeno imaturo. O colágeno maturo é aquele presente usualmente na estrutura e
composição normal do tecido sadio. O imaturo corresponderia ao colágeno neossintetizado
após o processo de remodelamento tecidual.92
Na literatura existem várias formas aceitas para quantificação desta proteína, alguns
mais novos e complexos.92, 93, 94, 95, 96, 97 Basicamente, existem duas formas de analisar o con-
teúdo colágeno de um tecido: 1) por diluição ácida ou 2) por diluição neutra. A forma mais
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comum é realizada através da dosagem de hidroxiprolina, que chega a compor 13,5% do
colágeno, em diluição ácida.97 Entretanto, até 5% do colágeno pulmonar não poderiam ser
avaliados por este método.61 Outra alternativa é fazer a medida pelo método do corante Si-
rius vermelho, utilizando a luz polarizada para medição, conforme idealizada por Junqueira
et al.94 Este método tem por base a ligação do corante no complexo [Gly-x-y] presente na
tripla hélice de todas as fibras colágenas, de todos os subtipos.98
A crítica a este último é a falta de especificidade na determinação do subtipo do
colágeno estudado, inclusive pela falta de dissociação tecidual, não podendo ser definido
se a medida corresponde, ou não, ao colágeno neossintetizado (colágeno imaturo). Outro
problema é que inexistem estudos comparando os métodos de análise quantitativa e quali-
tativa, o que torna a comparação entre trabalhos muito difícil e, analogamente, deste estudo
experimental com outros.
Por tudo acima explicado, fica claro que este trabalho não encerra o estudo da ação
dos taxanes sobre o parênquima e arquitetura pulmonares. Se por um lado, precisa-se
estudar se a lesão induzida pelo docetaxel após varias aplicações em doses baixas são ou não
equivalentes à aplicação em uma dose única de maior intensidade, de forma a aproximar
ao máximo, o formato do estudo experimental à prática clínica, por outro lado é necessário
entender se o uso do corticóide seria capaz de prevenir as lesões originadas pelo uso do
docetaxel, uma vez que, conforme discutido, o remodelamento pulmonar depende de uma
complexa rede de interações entre elementos celulares e da matriz extra-celular e o próprio
corticóide possui influência sobre esta última. Talvez a resposta a todas estas perguntas surja
do completo entendimento da bioquímica da fisiologia pulmonar.
Este é o primeiro estudo experimental a demonstrar que o docetaxel é capaz de
produzir pneumonite intersticial e aumento do colágeno no parênquima pulmonar após
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aplicação intra-peritoneal. Ainda, é a primeira vez que foi demonstrada relação de proporci-




1. O docetaxel aplicado em dose única, por via i.p., alterou as propriedades mecânicas e
histológicas do sistema respiratório de ratos Wistar.
2. A lesão pulmonar induzida pelo uso de docetaxel foi diretamente proporcional à dose
aplicada por via i.p.
3. O docetaxel aplicado em dose única, por via i.p., induziu lesão pulmonar (pneumonia
intersticial), caracterizada por aumento do depósito de fibras colágenas nos septos alve-
olares, infiltração intersticial de células mononucleares, espessamento septal alveolar e
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